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Verfahren und Vorrichtung zur Isolierung von Zellinhalts- 
stoffen wie Nukleinsauren aus naturlichen Quellen 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Isolierung von Inhaltsstoffen, wie Nukleinsauren aus 
naturlichen Quellen durch Abtrennung der aufgeschlossenen 
naturlichen Quellen wie Zellen oder Zelltriimmer in einer 
Probe durch Filtration sowie eine Vorrichtung zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens. 

Bei der Preparation von Zellinhaltsstof fen, insbesondere 
von Nukleinsauren, stellt sich oft das Problem, die auf- 
geschlossenen naturlichen Quellen, aus denen diese In- 
haltsstoffe stammen von den gelosten Stoffen zu trennen. 
Die Abtrennung der Zellen Oder Z ell trimmer erfolgt 
mittels Zentrifugation, wobei sich die groBeren Zell- 
tnimmer oder Zellen als Pellet im Zentrifugationsrohrchen 
abscheiden. Die Zellinhaltsstof fe finden sich dann im 
Oberstand und konnen pipettiert werden. An sich 
einfachere Filtrationsverfahren konnten sich insbesondere 
bei der Preparation von Nukleinsauren nicht durchsetzen, 
da die aufgeschlossenen Zellen oder deren Bruchstucke 
entweder durch die zu grobporige Filter durchlaufen und 
somit fur Trubungen und Verunreinigungen im Filtrat 
sorgen oder bei Verwendung von Filtern mit entsprechenden 
engen Poren es jedoch zwangslaufig zur Verstopfung der 
Filter kommt, so daB eine sinnvolle Preparation der 
Zellinhaltsstof fe nicht mehr moglich ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt mithin das Problem zu- 
grunde, ein Verfahren bereitzustellen und eine Vor- 
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richtung zu schaffen, ait deren Hilfe Zentrifugations- 
schritte zur Preparation von zellinhaltsstoffen aus 
naturlichen Quellen wie Zellen vermieden werden konnen 
durch einfacher zu handhabenden Filtrationsschritten. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem 
wird gelost durch ein verfahren gemafl den Merkmalen des 
Anspruohs 1. Die sich daran anschlieflenden Unteranspruche 
betreffen bevorzugte Ausfuhrungsfonaen des erfindungsge- 
maflen Verfahrens. Die erfindungsgemafie Vorriohtung weist 
die Merkmale des Anspruohs 10 auf. Die sich daran an- 
schlieflenden Unteranspruche betreffen bevorzugte Aus- 
fuhrungsformen der erf indungsgemaflen Vorrichtung. 

Urn inhaltsstoffe aus Zellen zu isolieren, werden diese 
uberlicherweise zunachst aufgeschlossen. Bei der Pra- 
paration von Kukleinsauren mussen die Zellen beispiels- 
weise zunachst durch die Verwendung von Enzymen, wie z. 
B. Proteinase K, Lysozym und Detergenzien wie SDS, Brij, 
Triton X 100, Twen 20, DOC und Chemikalien wie Natrium- 
hydroxid, Guanidin-Hydrochlorid und Guanidin-Isothio- 
cyanat aufgeschlossen werden. Danach wird das so aufbe- 
reitete Probenmaterial einer Filtration unterworfen, 
wobei die Porengrofle des zur Filtration zur Anwendung 
kommenden Filters in Flieflrichtung der Probe abnimmt. 

in einer bevorzugten Ausfuhrungsform Jcann der Flufl der 
Probe bei der Filtration durch AnXegen eines uberdrucks 
Oder tJnterdrucks erleichtert werden. Durch die Con- 
figuration der Porengrofle des Filters ist jedoch auch ein 
Durchgang der zu filtrierenden Probe durch den Filter, 
allein getrieben durch die Schwerkraft, moglich. Des- 
weiteren kann auch, zur Beschleunigung des Passierens der 
Probe durch den Filter, die Probe durch Zentrifugation 
durch den Filter befordert werden. 
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Das erfindungsgemafle Verfahren ist insbesondere zur Pre- 
paration von Plasmid-DNA Oder genomischer DNA mit einer 
Grofle von 1 bis 50 Kb geeignet. 

Als Filter, die im erf indungsgemaBen Verfahren eingesetzt 
werden konnen, kommen insbesondere solche aus gesintertem 
Polyethylen, Polypropylen, Polytetraf luoroethylen, Glas , 
Silicagel, Aluminiumoxid Oder geschiitteter Diatomeenerde , 
z. B. Cellit Oder Silicagel, verwebten oder verklebten 
Vliesen aus Polypropylen , Polyester, Glasfasern und 
Silica sowie Papier, gepreBtem Papier, Vliesen aus 
Papier oder Xombinationen davon in Betracht. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form des erf indungsge- 
maBen Verfahrens werden gleichzeitig mehrere Proben auf- 
gearbeitet und durch entsprechende Vorr ichtungen , die in 
vorteilhafter Weise an Mikrotitrationssysteme adaptiert 
sind, gefiihrt. 

Die erfindungsgemafle Vorrichtung zur Durchfuhrung des 
Verfahrens besteht aus einem vorzugsweise zylindrischen 
Hohlkorper 40 mit EinlaB- und Auslafloffnung 50, 60 sowie 
einer Filtrationseinrichtung 70, die im Hohlkorper 40 
angeordnet ist. Zur Fixierung der Filtrationseinrichtung 
70 konnen ubliche Befestigungsmittel dienen wie bei- 
spielsweise Verklebungen oder aber auch Fixierung durch 
Reibungskrafte, indem die Filtrationseinrichtung 70 im 
Hohlkorper 40 eingeklemmt ist. 

Die erfindungsgemaB Vorrichtung besteht aus mindestens 
einem Filter mit abnehmender PorengroBe, in Richtung der 
Auslafloffnung 60 gesehen. Die Figur 1 zeigt eine be- 
sonders bevorzugte Variante der erf indungsgemaflen Vor- 
richtung, indem im vorzugsweise zylindrischen Hohlkorper 
40 die Filtrationseinrichtung 70 aus einer dreilagigen 
Schicht gestaltet ist. Die obere Schicht 20 kann dabei 
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vorzugsweise PorengroBen von 100 bis 300 pa, die zweite 
Schicht eine PorengroBe von 30 bis 100 pa und die dritte 
Schicht eine PorengroBe von 5 bis 30 pm aufweisen. Ala 
Materialien, aus denen die einzelnen Schichten bestehen 
konnen, koaaen insbesondere solche aus gesintertea 
Polyethylen, Polypropylen, Polytetrafluoroethylen, Glas, 
Silicagel, Aluainiuaoxid Oder geschutteter Diatoaeenerde, 
z. B. Cellit Oder Silicagel, verwebten oder verklebten 
Vliesen aus Polypropylen, Polyester, Glasfasem und 
Silica sowie Papier, gepreBtea Papier, Vliesen aus 
Papier oder Koabinationen davon in Frage. 

In einer besonders bevorzugten Ausfunrungsfora kann bei- 
spielsweise die Filterschicht 20, 21 aus einea an- 
organischen Material ait der angegebenen PorengroBenab- 
stufung bestehen, wohingegen die Filterschicht 22 auch 
aus Papier bestehen kann. 

Es kann vorteilhaft sein, eine zusatzliche Schicht 23 in 
dea Hohlkorper 40 anzuordnen und zwar oberhalb der 
Schicht 20 oder unterhalb der Schicht 22, die ein vor- 
zeitiges Eindringen der zu filtrierenden Losung in den 
Filter oder das Austreten der Losung aus der erfindungs- 
geaaBen Vorrichtung verhindert. Es ist jedoch ebenso aog- 
lich, die Schicht 20 oder Schicht 22 als porose, hydro- 
phobe Schicht auszubilden. Ist die hydrophobe Trenn- 
schicht 23 oberhalb der Trennschicht 20 angeordnet, ist 
es vorteilhaft, wenn die PorengroBe dieser Trennschicht 
nicht kleiner als diejenige der darunterliegenden Schicht 
20 ist. Dieses Erfordernis ist bei der anderen Kon- 
figuration, wobei die hydrophobe Trennschicht unterhalb 
der Schicht 20 angeordnet ist, nicht so kritisch. 

Die Figuren 2 a) und 2 b) zeigen die entsprechenden Kon- 
figurationen ait hydrophober Trennschicht geaaB der 
bevorzugten Vorrichtung nach Figur 1. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die 
erfindungsgemaBe Vorrichtung mit weiteren zur Nuklein- 
saurepraparation notwendigen Instrument en kombinierbar 
und zwar solchen, wie sie in der parallelen Anmeldung 
P 41 39 664 naher beschrieben sind. 

In der P 41 27 276 sind z. B. auch entsprechende In- 
strumente beschrieben. Der Anionenaustauscher ist in eine 
Membran eingebettet (3M Empore-Membran) . Diese Systeme 
sind unter der Bezeichnung QIAwell handelsublich. 

Die Figur 3 zeigt eine Anordnung, in dem die erfindungs- 
gemaBe Vorrichtung, bestehend aus einem dreilagigen 
Filter 20, 21, 22, auf eine Kartusche aufgesteckt ist, in 
der sich zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6 ein Anionen- 
austauschermaterial 10 angeordnet befindet. Die aufzu- 
trennende Probe wird auf die Filterschicht 20 geschich- 
tet, der Filteraufsatz auf die Kartusche (im wesentlichen 
ein ebenfalls zylindrischer Hohlkorper) 1 (Extraktions- 
saule) aufgesteckt* Danach passiert die zu trennende 
Losung die Filtereinrichtung 70, gegebenenf alls durch 
Anlegen eines leichten Uber- oder Unterdruckes und tropft 
in den darunterliegenden Behalter (Extraktionssaule) , in 
denen das Anionenaustauschermaterial 10 angeordnet ist. 
Unter geeigneten Pufferbedingungen (niedriger Salzkon- 
zentration) binden dann beispielsweise Nukleinsauren an 
dem Anionenaustauschermaterial. Die Zelltrummer befinden 
sich in dem erfindungsgemaBen Filteraufsatz 40, wohin- 
gegen die interessierenden Nukleinsauren an den Ionen- 
austauschern adsorbiert vorliegt. Nach Verwerfen des 
Filterkuchens in der Filtrationseinrichtung 40 kann dann 
der zylindrische Hohlkorper 1 mit den darin befindlichen 
Nukleinsauren weiter verarbeitet werden. 

Die Figur 4 zeigt eine analoge Situation wie Figur 3 mit 
dem erf indungsgemaBen Filteraufsatz 40, wobei ein zwei- 
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lagiger Filter verwendet wird, der durch eine hydrophobe 
Trennschicht 23 abgeschlossen wird. Die AuslaBof fnung 60 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird vorzugsweise so 
dimensioniert, daB sie in die entsprechende Kartusche 1 
des Nukleinsaure adsorbierenden Materials eingeschoben 
werden kann und dort aufgrund von Reibungskraften f ixiert 
ist. 

Die in den Figuren 1, 2a) und 2 b) gezeigten Filtrations- 
einrichtungen konnen ebenfalls auf eine Kartusche auf- 
gesteckt werden, in der ein Material angeordnet ist, das 
Nukleinsauren bei hohen Ionenstarken zu binden vermag. 
Dies sind insbesondere Materialien wie Glas, Silicagel 
und andere mineralische Stoffe. Eine Nukleinsaurepra- 
paration kann dann beispielsweise unter Hochsalzbe- 
dingungen durchgefuhrt werden. Die entsprechend vorbe- 
reitete und aufgeschlossene Probe wird dann durch die 
erfindungsgemafie Filtrationseinrichtung nach einer der 
Konfigurationen gemaB Figuren 1, 2a) oder 2b) passiert 
und dann in der Figur 5 gezeigten Vorrichtung 1 an 
Silicagel, Glasfaser, geprefitem Glaspulver Materialien 11 
unter Bedingungen hoher lonenstarke adsorbiert. 

Die Figur 5 zeigt die erfindungsgemaBe Vorrichtung mit 
einer Filterschicht 70, die eine asymmetrische Poren- 
groBenverteilung, in FlieBrichtung der Probe gesehen, 
aufweist. Dabei niamt in FlieBrichtung die PorengroBe 
kontinuierlich oder diskontinuierlich von etwa 100 bis 
500 fin auf 5 bis 30 jum ab. 

Die Figur 6 zeigt eine Anordnung, in der die erfindungs- 
gemaBe Vorrichtung in einer Konfiguration ahnlich der 
Figur 5 auf einer Extraktionssaule angeordnet ist, in der 
sich ein Anionenaustauschermaterial 10 oberhalb des 
mineralischen Tragers 11 gemaB Figur 5 angeordnet ist. 
Diese Anordnung ist vorteilhaft, da die aufgeschlossene 
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Probe in der erf indungsgemaBen Vorrichtung von Zell- 
truramern befreit wird und in die Extraktionssaule 1 
hineintropft, um unter Niedrigsalzbedingungen an dem 
Anionenaustauschermaterial 10 adsorbiert zu werden. Nach 
dem Verwerfen des Filterkuchens kann dann die in Ionen- 
austauscher gebundene Nukleinsaure zunachst unter Be- 
dingungen niedriger Ionenstarke gewaschen werden und dann 
unter Bedingungen hoher Ionenstarke vora Anionenaus- 
tauscher 10 eluiert werden. Daraufhin wird die unter 
Hochsalzbedingungen vom Anionenaustauscher eluierte 
Nukleinsaure vom anorganischen Material 11, beispiels- 
weise Silicagel oder Glasfasern, adsorbiert. Nach wei- 
teren Waschschritten kann dann durch Zugabe von bei- 
spielsweise destilliertem Wasser die RNA vom Trager 11 
desorbiert und eluiert werden. 

Die Figur 7 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsforxrt 
der erfindungsgemaflen Einrichtung, die in Form von 
Mikrotitrationsstreifen vorliegen kann. Die Figur 7 zeigt 
eine Anordnung, in der die erf indungsgemafle Vorrichtung 
40, die linear hintereinander angeordnet sind und bereits 
auf eine entsprechende Anordnung von Kartuschen wie sie 
beispielsweise in Figur 3 bereits beschrieben wurde, an- 
geordnet ist. Die hydrophobe Schicht 23 kann unter- oder 
oberhalb der Filtrationseinrichtung angeordnet sein. 

Entsprechende Konfigurationen sind mit jeweils anderen 
Adsorptionsmaterialien in den Figuren 8 und 9 beschrie- 
ben. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren wird anhand der folgenden 
Beispiele naher erlauert. 
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Beisoiel 1 



Plasmid-Minipraparation 

Eine 1,5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, urn 
die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, P H 8,0, 100 pfl/U. RNAse A 
resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,6 ml 0,2 M NaOH, 1% 
SDS zur zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wird 
0 25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das 
Lysat wird 'in die Filtrationsvorrichtung nach Figur 1 
uberfuhrt. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum- 
icammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar Dif f erenzdruck durch die erf indungsgemafie Filtervor- 
richtung in ein 2 ml Ronrchen gesaugt. Altemativ kann 
die Probe mit einem Kolbenstempel oder tiberdruck durch 
die Filtrationsschichten gedruckt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbruchstucken, den de- 
naturierten Proteinen und dem ausgefallenen SDS ver- 
worfen. Die DNA im Filtrat wird mit 0,5 Volumen Iso-Pro- 
panol ausgefallt und das Alkoholpellet durch eine Zentn- 
fugation pelletiert. 

die erfindungsgemafle Filtrationsvorrichtung im 



Wenn cue eiJ.xuww*y»^^—*^ 

Microtiter-Format ausgelegt wird, konnen gleichzeitig bo.s 
zu 96 Proben aufgearbeitet werden. Somit laBt sich dxe 
Zeit fur die Preparation von 96 Proben von 240 min auf 15 
min reduzieren. 
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Beispiel 2 

Plasmid-Minipraparation an Anionenaustauscher 

Eine 1,5 ml KB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, um 
die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 Mg/ttl RNAse A 
resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 
1% SDS zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt 
und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach 
wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutrali- 
sation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inku- 
biert. Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung nach 
Figur 3. uberfuhrt. Die ganze Vorrichtung wird auf eine 
Vakuumkammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 
800 mbar Differenzdruck durch die erf indungsgemaBe 
Filtervorrichtung gesaugt und auf eine Anionenaus- 
tauschersaule filtriert. Alternativ kann die Probe mit 
einem Kolbenstempel oder Uberdruck durch die Filtra- 
tionsschichten gedriickt werden. Nach der Filtration wird 
die Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filter- 
kuchen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. Das Filtrat 
wird vollstandig durch die Extraktionssaule gesaugt oder 
gedriickt, um eine Adsorption der DNA zu erreichen. Die 
Extraktionssaule wird anschlieBend 2 mal mit 1 ml 1 M 
NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 gewaschen, um RNA 
und Proteine zu entfemen. Die DNA wird mit 1 ml 1,25 M 
NaCl, 15% Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die 
eluierte DNA wird zur Entsalzung und zur Konzentrierung 
mit Alkohol gefallt und das Alkoholpellet durch eine 
Zentrifugation pelletiert. 
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Beispiel 3 

Plasmid-Minipraparation mit Zell-Lyse im Filter 

Eine 1,5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, urn 
die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH a,0, 100 /ig/ml BNAse A 
resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung nach 
Figur 4 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% Zellsuspension in die Filtrationsvorrichtung 
nach Abb. C gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen 
oder einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt 
und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach 
wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutrali- 
sation zugegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 15 
Minuten auf Eis inkubiert. Durch die hydrophobe Trenn- 
schicht wird ein vorzeitiges Austreten der Lysereagenzien 
durch die Filterschicht vermieden, und eine Zell-Lyse 
direkt in der Filtereinheit ermoglicht. Die ganze Vor- 
richtung wird auf eine Vakuumkammer aufgesetzt und das 
Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar Differenzdruck durch 
die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann die Probe mit 
einem Kolbenstempel oder uberdruck durch die Filtrations- 
schichten gedruckt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterkuchen 
mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und 
dem ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule 
wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, 
pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die 
DNA wird mit l ml 1,25 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM 
Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA wird zur Ent- 
salzung und zur Konzentrierung mit Alkohol gefallt und 
das Alkoholpellet durch eine Zentrifugation pelletiert. 
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Beispiel 4 

Plasmid-Minipraparation an Silicagel 

Eine 1,5 ml HB 101 E. coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, um 
die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 /ig/ml RNAse A 
resuspendiert. Zur Zell-Lyse weden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% 
SDS zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wird 
0,5 ml 4,5 M Guanidin-HCl , 0,75 M K-Acetat, pH 5,5 zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Die ganze Vorrichtung nach Figur 5 wird auf 
eine Vakuumkammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung in ein Proben- 
rohrchen filtriert. Im Probenrdhrchen befindet sich 10 mg 
eines mineralischen Tragers, z. B. Silicagel oder Glas 
mit einer PartikelgroBe von 1 - 5 fim in 0,1 ml 4,5 M 
Guanidin-HCl, 0,75 M K-Acetat, pH 5,5, der in der Lage 
ist, die DNA unter diesen Bedingungen zu adsorbieren. 
Alternativ kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder 
Uberdruck durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung 
abgenommen und der Filterkuchen mit den Zellbruchstucken, 
den denaturierten Proteinen und dem ausgefallenen SDS 
verworfen • 

Das Filtrat mit der DNA in Hochsalz und dem mineralischen 
Trager in Hochsalz wird 1 - 5 ml inkubiert, um eine Ad- 
sorption der DNA zu erreichen. Die Suspension wird 5 min 
bei 3.000 rpm ab zentrifugiert und der uberstand ver- 

* worfen. Die Suspension wird in 1 ml 80% Ethanol, 10 mM 
Tris-HCl, pH 7,0 resuspendiert und abermals abzentri- 

* fugiert, und das Pellet mit der gebundenen DNA 5 min bei 
Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Zum SchluB wird 
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die DNA mit 100 Ml 10 mM Tri-HCl, pH 8,0 eluiert. Die 
eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen Reaktion 
wie z. B. Restriktionsspaltung, Markierung, Seguenzierung 
Oder Amplifikation eingesetzt werden. 



Beispjel 5 

Plasmid-Minipraparation an Glasmembran 

Eine 1,5 ml HB 101 E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, urn 
die Zellen zu pelletieren. Das Zellpeilet wird in 0,25 Ml 
50 Ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 ng/nL RNAse A 
resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 
1% SDS zur zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt 
und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach 
wird 0,5 ml 4,5 M Guanidin-HCl , 0,75 M K-Acetat, pH 5,5 
zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung nach Figur 5 wird 
auf eine Vakuumkammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 
20 mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. 
Altemativ kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder 
Oberdruck durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung 
abgenommen und der Filterkuchen mit den Zellbruckstucken, 
den denatuierten Proteinen und dem ausgefallenen SDS 
verworfen. Das Filtrat mit der DNA in Hochsalz wird durch 
die silicagelextraktionssaule mit einer z. B. 2 mm dicken 
Glasfasermembran gesaugt oder gedruckt um eine Adsorption 
der DNA zu erreichen. Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 
1 ml 6,5 M Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 ge- 
waschen, um RNA und Proteine zu entfernen. Die Extrak- 
tionssaule wird mit 2 mal 1 ml 80% Ethanol, 10 mM 
Tris-HCl, pH 7,0 und mit l mal 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser 
gewaschen und die Ethanolspuren abgesaugt. Zum SchluB 
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wird die DNA ait 10 Ml 10 *M Tris-HCl, P H 8,0 eluiert und 
in neuen 1,5 ml Rdrchen aufgefangen. Die eluierte DNA 
kann direkt in einer enzymatischen Reaktion wie z. B. 
Restriktrionsspaltung, Markierung, Sequenzierung Oder 
Amplifikation eingesetzt werden. 



Beispiel 6 

Plasmid-Minipraparation an Anionenaustauscher/Glasmembran 

Eine 1,5 ml HB 101 E. coli Kultur mit pUC 18 Plasmid-DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 3.000 g zentrifugiert, urn 
die Zellen zu pelletieren. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 M g/»1 RNAse A 
resuspendiert und in eine Vorrichtung nach Figur 6 uber- 
fuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS 
zur zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wird 
0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder einer 
Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 15 
Minuten auf Eis inkubiert. Durch die hydrophobe Trenn- 
schicht wird ein vorzeitiges Austreten der Lysereagenzien 
durch die Filterschicht vermieden und eine Zell-Lyse 
direkt in der Filtereinheit ermoglicht. 

Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuumkammer aufge- 
setzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar Diffe- 
renzdruck durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann 
die Probe mit einem Kolbenstempel oder uberdruck durch 
die Filtrationsschichten gedriickt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbruchstucken, den dena- 
turierten Proteinen und dera ausgefallenen SDS verworfen. 
Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
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SthUOl. 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0,8 ml 1 K NaCIO, 15% 
Ethanol, 10 m Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 K NaC10 4 , 5% 
Ethanol, 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscherscnicht (10) eluiert und dabei direct an die 
Silicagelschicht (11) gebunden. Die Extraktionssaule wxrd 
nit 2 mal 0,8 ml 80% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na- 
Acetat P H 7,0 und mit 0 r 8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen. Die in der Extraktionsschicht vorhandenen 
Ethanol-H 2 0-*este werden durch ein Durchsauger > von 
Raumluft durch ein Vakuum fur 1 - 2 Minuten verfluchtigt. 
AnschlieBend werden die Proben mit je 100 H 1 mM 
Tris-HCl, P H 8,0 eluiert in in neuen 1,5 ml Rohrchen auf- 
gefangen. Die eluierte DNA kann direkt in einer enzyma- 
tischen Reaktion wie z. B. Restriktionsspaltung 
Markierung, Seguenzierung oder Amplifikation eingesetzt 
werden. 



Beispiel 7 

Plasmid-Minipraparation in einem "Mikrotitrations- 



streifen" 



8 mal 1,5 ml XL Blue E. coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid-DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 3.000 g 
zentrifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell- 
pellets werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 
8 0 100 ng/ml RNAse A resuspendiert und in die Vor- 
rlchtung nach Figur 7 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
0 25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die 
Filtrationsvorrichtung gegeben, die Vorrichtung mit einem 
Stopfen Oder einer Klebefolie verschlossen, vorsichtxg 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
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inkubiert. Die ganze Vorrichtung auf eine Vakuumkammer 
aufgesetzt und das Zell-Lysat rait 20 lobar - 800 mbar 
durch die Vorrichtun gesaugt. Altemativ kann die Probe 
mit uberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
driickt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS , pH 7,0 ge- 
waschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird 
mit 8 mal 1 ml 1,25 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM Tris-HCl, 
pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA wird zur Entsalzung und 
zur Konzentrierung mit Alkohol gefallt und das Alkohol- 
pellet durch eine Zentrifugation pelletiert. 

Beispiel 8 

Plasmid-Minipraparation in einem "Mikrotitrations- 
streifen" 

8 mal l r 5 ml LX Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid-DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 3.000 g 
'zentrifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell- 
pellets werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 
8,0, 100 jig/ml RNAse A resuspendiert und in die Vor- 
richtung nach Figur 8 uberfiihrt. Zur Zell-Lyse werden 
0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die 
Filtrationsvorrichtung gegeben, die Vorrichtung mit einem 
Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Danach wird 0,5 ml 4,5 M Guanidin-HCl , 0,75 M K-Acetat, 
pH 5,5 zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 
Minuten auf Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung nach 
Abb. G wird auf eine Vakuumkammer aufgesetzt und das 
Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung 
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gesaugt. Altemativ kann die Probe mit einem Kolben- 
stempel oder uberdruck durch die Filtrationsschichten 
gedruckt werden. Nach der Filtration wird die Filtra- 
tionsvorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Das Filtrat mit der DNA in 
Hochsalz wird durch die silicagelextraktionssaule mit 
einer 2 mm dicken Glasfasermembran gesaugt oder gedruokt 
urn eine Adsorption der DNA zu erreichen. Die Extraktions- 
saule wird l mal mit l ml 6,5 M Guanidin-HCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu ent- 
fernen. Die Extraktionssaule wird mit 2 mal 1 ml 80% 
Ethanol, 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% 
Ethanol/Wasser gewaschen und die Ethanolspuren durchge- 
saugt. Zum SchluB wird die DNA mit 100 ^1 10 mM Tris-HCl, 
pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. 
Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion wie z. B. Restriktionsspaltung, Markierung, 
Seguenzierung oder Amplifikation eingesetzt werden. 



Beispiel 9 

Plasmid-Minipraparation in einem "Mikrotitrations- 
streif en H mit Ionenaustauscher und Glasmembran 

8 mal 1,5 ml XL Blue E. coli Kulturen mit pUC 18 
Plasmid-DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 3.000 g 
zentrifugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell- 
pellets werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 
8,0, 100 /xg/ml RNAse A resuspendiert und in die Vor- 
ricntung nach Figur 9 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 
0 25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die 
Filtrationsvorrichtung gegeben, die Vorrichtung mit einem 
Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. 
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Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat 2 M Essigsaure zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum- 
kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar durch die Vorrichtung gesaugt, Alternativ kann die 
Probe mit tiberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
druckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den Zell- 
bruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 1 M Naci0 4 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 
gewaschen, urn RNA und Proteien zu entfernen. Die DNA wird 
mit 7 M NaC10 4 , 5% Ethanol, 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 von 
der Anionenaustauscher-Schicht eluiert und dabei direkt 
an die Silicagelschicht gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 8 mal 0,8ml 80% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 und mit 8 mal 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser 
gewaschen. Die in der Extraktionsschicht vorhandenen 
Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft durch ein Vakuum fur 1 bis 2 Minuten verfluchtigt. 
AnschlieSend werden die 8 Proben mit je 10 jil 1 mM 
Tris-HCl, pH 8,0 eluiert. 

Beispiel 10 

Preparation von genomischer DNA 

100 mg Lebergewebe von einer Ratte weden mit einem 
Skalpell in 1 mm grofle Stucke zerkleinert und in 1 ml 500 
mM Guanidin-HCl , 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0 re- 
* suspendiert und die Zellen durch Zugabe von 0,1 ml 

Proteinase K (10 mg/ml) 2 Stunden bei 50 °C lysiert. Das 
Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung nach Figur 9 
uberfiihrt. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum- 
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kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar durch die Vbrrichtung gesaugt. Alternativ kann die 
Probe mit Oberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
druckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken und den denaturierten Proteinen verw- 
orfen. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0,8 ml 1 M NaCl0 4 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaC10 4 , 5% 
Ethanol, 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscherschicht (10) eluiert und dabei direkt an die 
Silicagelschicht (11) gebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 8 mal 0,8 ml 80% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na- 
Acetat p h 7,0 und mit 8 mal 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser 
gewaschen. Die Probenrohrchen werden zur Entfernung der 
Hochsalzlosung mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen. Die in der Extraktionsschicht vorhandenen 
Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft durch ein Vakuum fur 1-2 Minuten verfluchtigt. 
AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 50 nl 1 mM 
Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert. 



Beispiel 11 

Preparation von genomischer DNA mit Filtration und Glas- 
membran 

100 mg Lebergewebe von einer Ratte werden mit einem 
Skalpell in 1 mm groBe Stucke zerkleinert und in 1 ml 500 
mM Guanidin-HCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0 re- 
suspendiert und die Zellen durch Zugabe von 0,1 ml 
Proteinase K (10 mg/ml) zwei Stunden bei 50*C lysiert. 
Danach wird 0,5 ml 5 M Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7 
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oder 0,25 ml Ethanol zugegeben und gemischt, un die Probe 
auf Adsorptionsbedingungen an das Glas einzustellen. Die 
ganze Vorrichtung nach Figur 9 wird auf eine Vakuunkanner 
aufgesetzt und das Zell-Lysat nit 20 nbar- 800 mbar durch 
die Vorrichtung gesaugt. Altemativ kann die Probe nit 
einem Kolbenstenpel oder Uberdruck durch die Filtrations- 
schichten gedriickt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenomnen und der Filterkuchen 
mit den Zellbruchstucken verworfen. Das Filtrat nit der 
DNA in Hochsalz oder in Ethanol wird durch die Silica- 
gelextraktionssaule nit einer 2 nn dicken Glasfaser- 
nembran gesaugt Oder gedruckt un eine Adsorption der DNA 
zu erreichen. Die Extraktionssaule wird 1 nal nit 1 nl 
5 M Guanidin-HCl, 10 nM Tris-HCl, pH 7,0 gewaschen, un 
RNA und Proteine zu entfernen. Die Extraktionssaule wird 
nit 2 nal 1 nl 80% Ethanol, 10 nM Tris-HCl, pH 7,0 und 
nit 0,8 nl 90% Ethanol/Wasser gewaschen und die Ethanol- 
spuren durchgesaugt. Zun SchluB wird die DNA nit 100 nl 
10 nM Tris-HCl, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 nl 
Rohrchen aufgefangen. Die eluierte genonische DNA kann 
direkt in einer enzynatischen Reaktion wie z. B. Re- 
striktionsspaltung, Markierung oder Anplif izierung ein- 
gesetzt werden. 
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P atentanspruche 



1. 



2. 



3. 



4. 



5. 



6. 



Verfahren zur Isolierung von Zellinhaltsstoffen wie 
Nukleinsauren aus naturlichen Quellen durch Ab- 
trennung der aufgeschlossenen naturlichen Quellen, 
wie Zellen oder Zelltrummer, in einer Probe mit 
Filtration, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe 
einen Filter passiert, wobei die PorengroBe des. 
Filters in FlieBrichtung der Probe durch den Filter 
abnimmt • 

verfahren nach Anspruch 1, wobei der FluB der Probe 
durch den Filter durch Anlegen von tfberdruck, Cnter- 
druck Oder Schwerkraft oder durch Zentrifugation 
erhdhte Schwerkraft sowie Kombination dieser MaB- 
nahmen unterstutzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die 
Nukleinsaure Plasmid-DNA oder genomische DNA ist mit 
einer Grofle von 1 bis 50 Kb (Kilobasenpaare) . 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

3 dadurch gekennzeichnet, daB die Proben eine aus 
m ^reren Schichten aufgebauten Filter passiert, 
wobei ausgehend von einer bestimmten PorengroBe, dxe 
jeweils folgenden Schichten eine geringe PorengroBe 
aufweisen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4 dadurch gekennzeichnet, daB die Probe einen aus 
einer Schicht bestehenden Filter passiert, dessen 
PorengroBe in FlieBrichtung der Probe abnehmen. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, daB die PorengroBe im 
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Bereich von 5 tin bis 500 /m liegt, mit einer Dicke 
der gesamten Filterschicht von 0,1 mm bis 10 mm. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
6, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe eine drei- 
lagige Filterschicht passiert, wobei die erste 
Filterschicht eine PorengroBe von 100 bis 200 ixn, 
die zweite Filterschicht eine PorengroBe von 30 bis 
100 (xm und die dritte Filterschicht eine PorengroBe 
von 5 bis 30 Mm aufweist. 



8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet, daB die Filterschichten 
oder der Filter aus gesintertem Polyethylen, Poly- 
propylen, Polytetrafluoroethylen, Glas f Silicagel, 
Aluminiumoxid oder geschiitteten Diatomeenerde , z. B. 
Cellit oder Silicagel r verwebten oder verklebten 
Vliesen aus Polypropylen, Polyester, Glasf asern und 
Silica sowie Papier, gepreBtem Papier, Vliesen aus 
Papier aufgebaut sind. 



9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
8, wobei gleichzeitig mehrere Proben aufgearbeitet 
werden in Vorrichtungen, die an Mikrotitrationsver- 
fahren adaptiert sind. 



10. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1 bis 9, wobei in einem vor- 
zugsweise zylindrischen Hohlkorper 40 mit EinlaB- 
und Auslafloffnung (50, 60) eine Filtrationsein- 
richtung (7) angeordnet ist. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Filtrationseinrichtung (70) aus einem 

' Filter mit abnehmender PorengroBe, in Richtung der 

AuslaBoffnung (60) gesehen, besteht. 
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vorrichtung nach Anspruch 10 und/oder 11, dadurch 
^ekennzeichnet, da* die Filtrationseinrichtung (70) 
aus einer mehrlagigen Filterschicht besteht. 

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 10 
bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Filtrations- 
einrichtung eine PorengroBe im Bereich von 5^ bis 
500 tm aufweist, in einer Dicke der gesamten Filter 
schicht von 0,1 bis 10 mm. 

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 10 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB in dem zylm- 
drischen Hohlkorper (40) eine hydrophobe Trenn- 
schicht (23) angeordnet ist. 

vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche > 9 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB dxe Filtra- 
tionseinrichtung mit weiteren zur Preparation von 
Nukleinsauren notwendigen Instrumenten, insbesondere 
zur Mikrotitration geeigneten Instrumenten, kombi- 
nierbar ist. 



ERSATZBLATT 



WO 93/1 1218 



PCT/EP92/02774 




WO 93/11218 

- 2 / 8 - 



PCT/EP92/02774 



50 



50 



40 



20 - 

21 _ 

22" 
23 



-r— : — i »■ . ■ ; ■ . 



; • • 



— - 



60^"~ 



40 



\ 



20^ 



21 



22- 



23 



60 



. . . * . . » - • 
• * » » ■ • • , 
• ■ ♦ ^ : — - 



FIGUR 2a 



FIGUR 2b 



ERSATZBLATT 



WO 93/1 1218 



PCT/EP92/02T74 



20 



21 



22 



60 



7 A 

'7 
u 



CTTTTTTTIIIlll 1 1 1 1 1 1 1 II 1 1 1 II 1 




* • * ' • • • ' 

■ .v : • 


* " • * . .* 

11 minimi 




I1II11I1II4II 







' 70 




FIGUR 3 



FIGUR 4 



ERSATZBLATT 



WO 93/11218 



- 4 / 8 - 



PCI7EP92/02774 



FIGUR 5 




ERSATZBLATT 



WO 93/11218 



PCT/EP92/02774 



- 5 / B - 



FIGUR 6 



40 



50 



23 



70 




10 
13 

11 



ERSATZBLATT 



WO 93/11218 



PCT/EP92/02774 



- 6 / 8 - 




ERSATZBLATT 



WO 93/11218 



PCT/EP92/02774 



_ 7 / 8 - 




ERSATZBLATT 



WO 93/11218 



PCT/EP92/02774 



- 8 / 8 - 



05 
D 
O 
H 



Eg 



2Z 



v *.y. 



♦l iiL . ^ u ^. 



WWW 



V \ V V 




ERSATZBLATT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



international application No. 
PCT/EP 92/2774 



A OSSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int.Cl. 5 C12M1/12; B01D39/00; 

According to Umm** Paten t Qassitouon flPO or to both nauonal classification a nd IPC 
B. FIELDS SEARCHED 



C12N15/10 



i system followed by classification symbols) 



C12N 



Minimum itocumentatioo searched (classification s 

5 C12M; B01D, 

I to the extent that such documents are included in the fields searched 



Int.Cl.** 

Documeotauon searched other than minimum documenution t 



Eiectn^ 



|C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

| CuvKf j quuon of document, with indication , where appropriate, of the relevant passages 



P,X 

p f y 

P,Y 



WO,A,9 200 132 (COULTER CORPORATION) 

9 January 1992 

see the whole document 

EP,A,0 471 910 (TOTO LTD.) 
26 February 1992 
see column 4, line 15 - line 24 
see column 6, line 9 - line 17; 
claims; figures 

EP,A,0 431 905 (TOSOH CORPORATION) 

12* June 1991 

see the whole document 

US,A,2 114 748 (P. PRAUSMITZ) 
19 'April 1938 



Relevant to daim No. 
1 

2-15 
2-15 



1-15 



1,4-5, 
8-10 



Q Further documents are liste d in the continuation of Box C. 
Special categories of cited 



"A" document defining the general suie of the art which is not considered 

to be of particular relevance 
"E" earuerdocmnembwfmwiibedoo^ filing date 

« L « document which mav throw doubts on priority claims) or which is 
died W^nabHsh the publication date of another citation or other 
special reason I as specified) 
M 0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 



T" document published prior to the inieroauoiial filing date but later than 
ine pnoriry date claimed 



|~| See patent family annex ____ 

T* later dncumeni published after the inierrauooaJ fUioa dateorpw^ 

d>£ andaoi in conflict with the application but oted to .nderstand 

the pnnanie or theory underlying the invention 
•X" document of particular relevance: the claimed invention cannot be 

considered novel or cannot be considered to involve an inventive 

step when the document is taken alone 

»Y" document ot particular relevance: the claimed «^°»*™" * 
SSSered 10 involve an inventive step wnen » 
Smbtned w.ih one or more other such documents, sue* combination 
being obvious to a person skilled in ttoe an 
- document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
25 February 1993 (25.02.93) 



Name ano mailing address of the ISA. 



Date of mailing of the international search report 
15 March 1993 (15.03.93) 



Autnortzcd oiucc: 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 92/02774 




Foot PCTflSAfllO jconunuauon 



~i second sdect) (July 



aoooMBts cited in the «boi»*i»«loned tawafioi^ • 
T^mM^^f^^^S^^^^'" 1 *^. m^thrcnfortteparpo-rfirfottMrion- 25/02/93 



INTERNATIONALES RECHERCHENBERICHT p CT/E p 92/02774 



■ . w ,^ Tr »7^ 

lXSrrSSil/12; B01D39/00; C12M15/10 




C12M ; B01D ; 



Ait' 

IP.X 

P,Y 
M 



W0.A.9 200 132 (COULTER CORPORATION) 

9.'januar 1992 

siehe das ganze Document 

EP.A.O 471 910 (T0T0 LTD.) 
26. Februar 1992 . 
siehe Spalte 4. Zelle 15 - Zelle 24 
siehe sjalte 6, Zeile 9 - Zelle 17; 
AnsprUche; Abblldungen 

EP A,0 431 905 (TOSOH CORPORATION) 

12'. Juni 1991 „ , 

siehe das ganze Document 

US.A.2 114 748 (P. PRAUSNITZ) 
19. April 1938 



2-15 
2-15 



1-15 



1,4-5, 
8-10 



*X» V^**hntlfchii!ia.*l*# 



10 , 



iMnStut <«T«Anlk 



An- 



itn Prlnzips 
fat 



"Y* V««NfitUehBMVOob«oc4«« 



TlUg- 



licht worsen 1st 



1 VMflfhntflchwg*" Aieser Kate- 



PCT/EP 92/02774 



US M 935 H2 (S.STERNBERG) 

1 9 '. Junl X990 g . Ze1le « 

SiSriSei Abb"*"*" 



mMSBSSBSSffiKSSF ,r 



EP 9202774 
SA 67174 




25/02/93 



EP-A-0471910 
EP-A-0431905 



4100505 
5098571 



02-04-92 
24-03-92 



12-06-91 



"jP~A- 3180182 06-08-91_ 



US-A-2114748 



Keine 



US-A-4935142 ^ 



19-06-90 



Keine 



II 
I 



